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中 华 蜜蜂 半 乳 糖 凝 集 素 AcGalectin 的 表达 、 
纯化 及 性 质 分 析 
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(1. 锦州 医科 大 学 畜牧 兽医 学 院 , 辽宁 锦州 121000; 2. 辽宁 省 动物 卫生 监测 预警 中 心 , 沈阳 110001) 


摘要 :【 目 的 ] 本 研究 旨 在 明确 中 华 蜜 峰 Apis cerana cerana 半 乳 糖 凝集 素 ( galeetin ) 的 功能 及 其 与 病 
毒 的 相互 作用 。【 方 法 】 提 取 中 华 蜜蜂 的 总 RNA ,利用 RT-PCR 技术 获得 Galectin 基因 ,然后 利用 生 
物 信 息 学 软件 对 基因 序列 及 其 推导 氨基 酸 序列 和 结构 特征 进行 分 析 ; 再 依据 大 肠 杆 菌 Escherichia 
coli 密码 子 的 偏 嗜 性 对 该 基因 密码 子 进 行 优化 、 原 核 表 达 ,并 制备 重组 蛋白 ;最 后 ,通过 Far-western 
blotting 技术 检测 纯化 的 重组 蛋白 与 纯化 的 中 蜂 瞎 状 幼虫 病毒 (Chinese sacbrood virus, CSBV ) 慢性 
蜜蜂 麻痹 病毒 ( Chronic bee paralysis virus, CBPV ) 和 残 翅 病毒 ( Deformed wing virus, DWV ) 的 结合 情 


况 。 


【结果 】 从 中 华 密 蜂 中 克隆 到 Galectin 基因 ,并 将 其 命名 为 AcGalectin (GenBank 登录 号 : 


MG557559) ,其 cDNA 全 长 为 1 473 bp。AcGalectin 空间 结构 比较 稳定 ,包含 一 个 半 乳 糖 识别 结构 
域 。 系 统 进化 树 表明 ,Galectin HED A 99 2& , RA E SESEARE FL k hy Calectin 7E X — 4 , a X46 FL 
X Galectin 74,34 — J& ,. 25 R FAAEE 8 AcGalectin 基因 能 够 在 大 肠 杆 菌 感 受 态 细胞 BL21 
(DE3) 中 高 效 表 达 。 纯 化 的 重组 AcGalectin 蛋白 可 与 CSBV 和 CBPV 结合 ,但 不 与 DWV 结合 。 
【结论 结果 表明 AcGalectin 与 蜂 病毒 CSBV 和 CBPV 有 结合 作用 。 本 研究 为 AcGalectin 在 CSBV 
和 CBPV 感染 过 程 中 的 功能 研究 英 定 了 基础 。 

关键 词 : 中 华 蜜 蜂 ; 半 乳 糖 凝 集 素 ; 基因 克隆 ; 重组 蛋白 ; 病毒 ; 免疫 反应 
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Expression, purification and characterization of galectin AcGalectin in 





Apis cerana cerana ( Hymenoptera: Apidae) 

YUE Jin-Jin"*, MA Yu-Chi'"*, Liu Quan?, JIANG Li-Li', FEI Dong-Liang!, ZHANG He', SUN Li', 
LI Ming', MA Ming-Xiao"" (1. College of Animal Husbandry and Veterinary, Jinzhou Medical 
University, Jinzhou, Liaoning 121000, China; 2. Liaoning Province Animal Health Monitoring and 
Earlier Warning Center, Shenyang 110001, China) 


Abstract: [ Aim] This study aims to explore the function of galectin in Apis cerana cerana and its 


interaction with the honeybee virus. [Methods] Galectin gene was amplified from A. cerana ceranas by 


RT-PCR using the extracted total RNA as the template, and then the sequence and structural 


characteristics of deduced amino acids were analyzed by using bioinformaties tools. The codons of the 


galectin gene were optimized based on the codon bias of Escherichia coli, and the recombinant protein was 
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produced in E. coli and purified by affinity chromatography. The binding activities of the recombinant 


protein with Chinese sacbrood virus ( CSBV) , Chronic bee paralysis virus ( CBPV) and Deformed wing 


virus ( DWV) were analyzed by far-western blotting. [Results] A galectin gene was cloned from A. 


cerana cerana and named AcGalectin ( GenBank accession no; MG557559) , and its full-length cDNA is 


1 473 bp in length. AcCalectin has a stable spatial structure containing a Gal-bind, lectin domain. The 


phylogenetic tree constructed based on the amino acid sequences from AcGalectin and the previously 


reported galectins indicated that galectins form two clusters, one related to galectins from the 


Hymenoptera, and the other related to galectins from other insects. The codon-optimized AcGalectin gene 


could be highly expressed in host bacteria BL21 ( DE3) , and the purified recombinant AcGalectin protein 
could bind with CSBV and CBPV , but not with DWV. [Conclusion] The results indicate that AcGalectin 
can bind with CSBV and CBPV, and this lays a foundation for the further study on the function of 
AcGalectin in the process of CSBV and CBPV infections. 


Key words: Apis cerana cerana; galectin; gene cloning; recombinant protein; virus; immune response 





凝集 素 是 一 种 非 酶 、 非 抗体 可 以 特异 性 结合 
糖 或 者 多 糖 的 蛋白 质 , 具 有 分 子 识别 功能 ,同时 也 具 
有 抗 病毒 和 抗菌 的 作用 , 它 可 与 HIV 病毒 竞争 T 淋 
巴 细胞 上 的 糖 蛋白 受 体 , 或 抑制 HIV 逆转 录 以 及 抑 
制 HIV 病毒 整合 至 人 类 基因 组 中 来 抑制 HIV 病毒 
JE SR OPES, 2006) 。 研 究 显示 ,凝集 素 在 植物 
体内 抗 病原 微生物 中 也 发 挥 着 重要 作用 ,不 仅 能 
通过 细胞 壁 或 胞 外 聚 糖 的 间接 机 制 来 防御 植物 病 
毒 ,而 且 还 具有 杀 真 阔 和 昆虫 的 功能 。 依 据 来 源 可 
将 凝集 素 分 为 3 类 , 即 动 物 凝集 素 .植物 凝集 素 和 微 
生物 凝集 素 , 其 中 ,动物 凝集 素 又 可 分 为 C 型 凝集 
素 I 型 凝集 素 LP 型 凝集 素 .五 聚 体 蛋 白 和 S 型 凝集 
素 即 半 乳 糖 凝 集 素 5 个 主要 家 族 。 

半 乳 糖 凝集 素 ( galectin ) 在 凝集 素 家 族 中 分 布 
广泛 ,最早 在 哺乳 动物 中 发 现 , 因 能 特异 性 地 结合 半 
乳 灶 昔 而 得 名 。 氨 今 为 止 , 在 哺乳 类 动物 中 已 发 现 
15 种 不 同 的 半 乳 糖 凝 集 素 , 均 含 有 糖 识别 结构 域 
(carbohydrate recognition domain, CRD ) ,可 特异 性 
识别 糖 链 未 端的 半 乳 糖苷 ,属于 非 膜 整合 性 的 可 溶 
蛋白 (Vasta, 2009)。 人 研究 表明 ,在 无 疹 椎 动物 发 生 
病原 体感 染 时 ,Galectin 作为 模式 识别 受 体 ( pattern 
recognition receptors ，PRR ) ,可 通过 CRD 特异 性 地 
结合 半 乳 糖苷 , 引起 免疫 反应 。 例 如 , xE 
BmGalectin-4 对 革 兰 氏 阴 性 菌 、 阳 性 菌 和 真菌 的 结 
t CERES, 2014) ; F1? Galectin 具有 特异 性 识别 
利 什 曼 原 虫 表面 的 磷酸 酮 多 糖 的 功能 (Kamhawi et 
al., 2004) ; 菲律宾 蛤 仔 Galectin 可 结合 派 琴 虫 
Perkinsus olseni FAIL Vibrio 表面 的 半 乳 糖 和 N-Z 
酰 半 乳 糖 胺 而 进行 病原 菌 的 识别 ( Kim et. al., 
2008) ; 海 鳗 的 原型 Galectin 参与 细胞 对 寄生 虫 的 包 
























































者 作 用 ( Nakamura et al., 2012) ; K H € f& fà 
Galectin-1 能 凝集 革 兰 氏 阳 性 和 阴性 菌 ,参与 其 免疫 
防御 过 程 (Rajan et al., 2013) ; PERZIE Eriocheir 
sinensis 的 Galectin 对 多 种 病原 菌 具 有 和 较 强 的 凝集 活 
性 ,而 且 这 种 凝集 可 被 D- 半 乳糖 和 oa- 乳糖 抑制 
(Wang et al., 2016) 。 然 而 目前 有 关 蜜 蜂 的 Calectin 
功能 还 未 见报 道 。 

蜜蜂 属于 膜 芭 E] ( Hymenoptera ) 蜜蜂 科 
(Apidae) 昆 虫 的 统称 ,其 中 蜜蜂 属 Apis 的 东方 蜜蜂 
Apis cerana, 西方 蜜 蜂 Apis mellifera 和 黑 小 蜜蜂 Apis 
andreniformis 等 9 个 蜂 种 对 于 人 类 生产 生活 有 着 十 
分 重要 意义 ,作为 经 济 动物 ,不 仅 为 人 类 提供 丰富 蜂 
产品 ,而 且 作为 重要 的 授粉 昆虫 ,能 够 为 虫 媒 植物 进 
行 授粉 ,对 提高 农作物 的 产量 和 质量 起 到 不 可 替代 
的 作用 。 据 统计 ,世界 上 约 三 分 之 一 的 农作物 依靠 
蜜蜂 授粉 ,全 球 昆 虫 授粉 的 经 济 价值 估计 为 每 年 
2 120 亿 美元 ,相当 于 世界 农业 生产 总 值 的 9. 596 
(Tantillo et al., 2015 )。 然 而 近年 来 ,由 于 蜂 病 毒 病 
的 广泛 流行 ,不 仅 严重 威胁 着 养 蜂 业 的 发 展 ,而 且 也 
给 农业 生产 造成 了 不 可 估量 的 损失 。 蜜 蜂 在 抗 病毒 
侵袭 过 程 中 ,不 具备 高 等 动物 完善 的 免疫 体系 ,缺乏 
特异 的 抗原 抗体 反应 ,但 在 长 期 进化 过 程 中 ,形成 了 
独特 的 先天 免疫 系统 和 免疫 机 制 , 从 而 可 以 保护 自 
身 免 受 外 源 物 侵害 。 是 否 在 蜜蜂 机 体 中 也 存在 着 半 
乳糖 凝集 素 蛋 白 ,能 够 与 蜂 病毒 存在 相互 作用 ,目前 
还 尚 不 清楚 。 鉴 于 此 ,本 研究 根据 西方 蜜蜂 数据 库 
基因 组 信息 ,成 功 克 隆 到 一 个 中 华 蜜蜂 Apis cerana 
cerana 半 乳 糖 凝集 素 基因 ,在 对 其 序列 进行 生物 学 
信息 分 析 之 后 ,进行 了 人 工 密码 子 优 化 .表达 , 获得 














































































































重组 集 白 ,并 对 该 蛋白 与 蜜蜂 常见 病毒 是 否 存 在 相 
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互 作用 进行 了 研究 。 
1 材料 与 方法 


1.1 fite 

JE pU Ye rp te ot ER ZH E Ag BE ( Chinese sacbrood 
virus, CSBV) fet] ss BIA BE 1E A Ef s HJ rp Ae St E T. 
蜂 幼虫 于 2016 4 4 月 份 收集 于 辽宁 省 本 溪 市 某 状 
蜂 场 ,位 于 辽宁 省 东南 部 (123. 73* E, 41.3°N) ; 疑 
似 感染 慢性 蜜蜂 麻 兽 病毒 ( Chronic bee paralysis 
virus, CBPV) 的 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica T. 
蜂 成 峰 于 2017 年 7 UCET E d IGI EAR 
蜂 场 ,位 于 辽宁 省 中 部 (122.7"E, 42*N) ;疑似 感染 


























为 靶 基 因 ,设计 一 对 含 限 制 性 内 切 酶 BamH I 和 
Xho I 酶 切 位 点 的 特异 性 引物 , 正 向 引物 : 5” 
GCGGATCCATGGGTAAAGTTTCTCCGGACG-3'; 反 向 
5] 4]: 5'-GCCTCGAGTTAGTCGTCCAGACCCAGACC- 
3'。 提 取 健 康 中 华 蜜蜂 幼虫 的 总 RNA ,进行 反 转 录 
合成 cDNA ,并 以 cDNA 为 模板 ,使 用 Ex Taq DNA R 
合 酶 进行 PCR 反应 。 扩 增 体系 :10 x PCR Buffer 2. 5 
nkL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 0. 5 uL, dNTP 
Mixture(10 mmol/L)1 uL, ExTaq 酶 (5 U/uL) 0.25 
pL, cDNA 模板 1 uL, ddH,O 19.75 uL, 25 uL 体 
系 。 扩 增 条 件 : 预 变性 94%C 2 min; 94%C 45 s, 58°C 
45 s, 72C 1 min, 30 个 循环 ; 72C 10 min;4%C fit 
存 。 将 扩 增 的 AcGalectin 基因 片段 利用 DNA KER 











JE HOS EE ( deformed wing virus, DWV) 的 意大利 蜜蜂 
工蜂 成 蜂 于 2017 年 6 月 份 收 集 于 辽宁 省 锦州 市 某 
蜂 场 ,位 于 辽宁 省 西部 (121. 15°E, 41. 13°N) ;健康 
中 华 蜜蜂 2 -3 日 龄 工蜂 幼虫 和 健康 意大利 密 蜂 工 
蜂 成 蜂 收 集 于 锦州 医科 大 学 实验 动物 养殖 基地 。 上 
述 蜜蜂 的 饲养 场地 环境 良好 ,蜜源 充足 ,满足 蜜蜂 生 
活 需 求 。 上 述 发 病 样本 分 别 用 生理 盐水 除去 表面 杂 
质 , 放 入 离心 管 中 , 经 RT-PCR 检测 确诊 后 , 置 于 
-80% 保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

总 RNA PORNA, DNase 购 自 美国 Promega 
公司 ;GST 标签 抗体 购 自生 工 生 物 工 程 ( 上 海 ) 股 份 
有 限 公 司 ;大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 ( DE3 ) 感 
受 态 细 胞 FlyCut BamH LI FlyCut Xho 工 和 低 分 子 量 
蛋白 Marker 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ; 质 
粒 抽 提 试 剂 盒 、 胶 回收 试剂 盒 购 自 Axygen 公司 ;Taq 
DNA Polymerase 试剂 盒 购 自 Invitrogen 公司 ;CST Œ 
组 蛋白 纯化 试剂 盒 购 自生 工 生物 工程 (上 海 ) 股份 
有 限 公 司 ;RNA PCR Kit(AMV ) Ver 3.0 试剂 盒 、 限 
制 性 内 切 酶 .Ex Taq"DNA 聚合 酶 .T4 DNA 连接 酶 
等 购 自 大 连 TaKaRa 公司 ;载体 PCEX6P-1 由 本 实验 
室 保存 。 

超 净 工作 台 , -80Y 超低温 冰箱 , 购 自 中 国 海 尔 
公司 ;恒温 振荡 培养 箱 ,美国 Bio-Rad 公司 产品 ; 台 
式 低 速 离心 机 ,美国 Sigma 公司 产品 ;PCR 仪 , 英 
HYBAID 公司 产品 ;低温 连接 仪 , 购 自 上 海天 能 科技 
有 限 公 司 。 
1.3 中华 蜜蜂 Galectin 基因 的 克隆 与 测序 

根据 西方 蜜蜂 Calectin 基因 (GenBank 登录 号 : 
XM-392379 ) 推导 的 氨基 酸 序列 经 Blast 分 析 与 中 华 
蜜蜂 GAL-4 的 氨基 酸 序列 相 匹 配 , 故 以 此 基因 序列 






























































回收 试剂 盒 ( Axygen 公司 ) 进行 回收 纯化 ,克隆 至 
pMD18-T 载体 ,并 送 往生 工 生 物 工程 ( 上海) 股份 有 
限 公司 公司 测序 。 
1.4 序列 分 析 

将 测序 后 的 中 华 蜜蜂 Galectin 基因 编码 氨基 酸 
序列 与 从 NCBI 数据 库 下 载 源 于 昆虫 的 半 和 乳糖 凝集 
素 的 蛋白 (Galectin) 序 列 ,包括 中 华 蜜蜂 (GenBank 
登录 号 : PBC26441. 1) 欧洲 地 能 蜂 Bombus terrestris 
(GenBank 登录 号 : XP _003401978. 1)、 杜 隧 蜂 
Dufourea ( GenBank % 录 号 : 
KZC10048. 1 )、 兰 花蜜 蜂 Eufriesea mexicana 
( GenBank 登录 号 : OAD54547.1) .小 蜜蜂 Apis florea 
(GenBank 登录 号 : XP. 003696651. 2)、 无 刺 蜂 
( GenBank X* 录 5: 
KOX74850. 1) 埃及 仇 蚊 Aedes aegypti ( GenBank 登 
录 号 : XP001656933. 1), K] EG E. TE $x Anopheles 
gambiae ( GenBank 登录 号 : AGAPOO8844-PA) ZÆ 
Bombyx mori ( GenBank 登录 号 : AK386049) ERE 
hE Drosophila melanogaster ( GenBank 登录 号: 
NP001162838. 1), «i E H plexippus 
(GenBank 登录 号 : EHJ77864. 1) 、 人 体 乱 Pediculus 
humanus corporis ( GenBank 登录 号 : XP002428817. 1) 、 
Ep BE dU Ny Harpegnathos saltator ( GenBank 登录 号 : 
EFN82261. 1) ) 和 $5 FC HL mm Drosophila hydei 
(GenBank 登录 号 : XP. 023165755. 1) ,使 用 Clustal 
W 进行 比 对 分 析 , 采 用 MEGAA. 0 软件 ,根据 邻接 法 
( Neighbor-Joining) 构建 系统 发 育 树 。 并 通过 在 线 软 
件 Simple Modular 
(SMART) (http: // smart. embl-heidelberg. de/) 对 
AcGalectin 保守 结构 域 的 预测 和 功能 分 析 , 同 时 , 利 
用 SWISS-MODEL 软件 (http: // swissmodel. expasy. 
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Architecture Research Tool 
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org) 对 其 三 维 结构 进行 建 模 和 在 线 软 件 SignalP 4. 1 
Server ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 
进行 信号 肽 分 析 , 所 有 参数 选择 设置 为 默认 值 。 
1.5 ”中华 密 蜂 Galectin 蛋白 的 密码 子 优化 
通过 在 线 优化 软件 (http: ZN www. jcat. de/ 和 
http: // genomes. urv. es/ OPTIM- IZER/) ,根据 大 肠 
杆菌 对 密码 子 偏 嗜 性 ,在 保持 编码 氨基 酸 序 列 的 前 
提 下 ,同时 兼顾 GC 信 量 ,对 克隆 获 到 的 中 华 蜜 蜂 
AcGalectin 基因 进行 密码 子 优化 ,进行 化 学 合成 ,并 
加 入 相应 的 酶 切 位 点 BamH 1 和 Xho 了 获得 opti- 
AcGalectin 基因 。 
1.6 中 华 蜜蜂 Galectin 蛋白 的 重组 表达、 纯化 与 
鉴定 

将 密码 子 优 化 后 的 opti-AcGalectin 基因 经 
BamH Į 和 Xho T 双 酶 切 克 隆 至 pGEX6P-1 载体 , 构 
建 重组 质粒 pGEX6P-1-opti-AcGalectin。 然 后 ,将 重 
组 质粒 pGEX6P-1-opti-AcGalectin 转化 到 大 上 肠 杆菌 
BL21( DE3) 中 ,提取 质粒 ,经 栈 切 鉴定 正确 后 ,接种 
于 LB 液体 培养 基 , 于 37% 培养 至 OD =0.6 ~ 
0.8, 分 别 加 入 0. 1, 0.25, 0. 5 和 0 mmol/L 的 
IPTG ,在 30% 220 r/min 条 件 下 诱导 8 h, 离 心 收集 
菌 体 ,加 入 PMSF ,经 超声 破碎 后 离心 ,分 别 收集 上 
清和 沉淀 ,进行 SDS-PAGE 电 沪 鉴定。 初步 鉴定 后 
表达 蛋白 ,使 用 GST 重组 蛋白 纯化 试剂 盒 [ ^E TAE 
物 工程 (上 海 ) 股份 有 限 公 司 ] 纯 化 ,获得 GST- 
AcGalectin 融合 蛋白 。 在 此 基础 上 ,以 鼠 抗 GST 标 
签 抗 体 (1: 2 000 稀释 ) 作 为 一 抗 ,HRP 标记 山羊 抗 
小 鼠 (1: 5 000) 作为 二 抗 ,对 重组 蛋白 进行 Western 
blot 检测 。 
1.7 病毒 的 提纯 与 RT-PCR 鉴定 

参照 Hu 等 (2016 ) 报道 的 病毒 纯化 方法 , 取 50 
头 感染 CSBV 的 中 华 蜜蜂 患 病 工 蜂 幼 虫 , 称 量 后 加 
入 1.5 倍 的 灭 菌 水 充分 研磨 ,进行 CSBV 病毒 提纯 ， 
将 上 清 液 先后 经 用 0.45 um 与 0.22 pm 滤器 过 滤 
BREN ,阴性 对 照 (50 头 健康 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 ) 采 用 
同样 方法 进行 处 理 。 参 照 钟 义 等 报道 的 病毒 提纯 方 
法 ( 钟 义 等 ，2016), 分 别 取 50 头 感 染 DWV 和 
CBPV 的 健康 意大利 蜜蜂 患 病 工蜂 成 蜂 , 加 入 10 mL 
的 PBS 和 2 mL 的 四 氧化 碳 及 2 mL 乙醚 放 研 钵 内 
磨 碎 ,采用 梯度 离心 法 提纯 DWV 和 CBPV ,沉淀 用 
适量 的 STE 重 悬 ,通过 0.22 um 孔径 的 滤器 滤 过 除 
菌 ;同时 收集 50 头 健康 意大利 蜜蜂 工蜂 成 蜂 作 为 阴 
性 对 照 ,采用 同样 方法 进行 处 理 。 提 纯 的 病毒 液 置 
T -80'€ 保存 。 





























































































































对 提纯 后 的 病毒 ,利用 TRIzol Reagent 提取 总 
RNA ,通过 RNA PCR Kit( AMV) Ver 3.0 试剂 盒 反 转 
录 合 成 cDNA ,利用 CSBV, DWV 和 CBPV 的 特异 性 
引物 进行 PCR 检测 。 引 物 序 列 如 下 :CSBV-F: 5'"- 
GATAAACCGAAGGATATAAGT-3'; CSBV-R: 5'- 
TTGTACGCGCGGTAAATAAAC-3', CBPV-F:  5'- 
AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG-3'; CBPV-R; 
S'-TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG-3', DWV-F; 
5'-ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA-3'; DWV-R; 5'- 
TCGACAATTTTCGGACATCA-3', Jz i fk 25:10 x 
PCR Buffer 2.5 uL, 上 下 游 引 物 (10 pumol/L) 44 0.5 
pL, dNTPs Mixture( 10 mmol/L) 1 uL, ExTaq 酶 (5 
U/uL)0.25 uL, cDNA 模板 1 uL, ddH,O 19. 75 
hL。 反 应 程序 : 预 变性 94% 2 min; 94%C 45 s, 55% 
45 s, 72C 1 min, 30 个 循环 ; 72C 10 min, Xf PCR 
产物 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 进行 电泳 、 回 收 、 测 序 和 
BLAST 比较 。 
1.8 Far-western blotting 检测 Galectin 重组 蛋白 
与 纯化 病毒 CSBV, CBPV $0 DWV 的 结合 

将 1.7 节 提 纯 的 CSBV, CBPV 和 DWYV 病毒 液 
和 阴性 对 照 组 的 提取 液 用 5 x SDS 上 样 缓冲 液 制 样 
进行 SDS-PAGE 电泳 ,并 用 考 马 斯 亮 蓝 进 行 染 色 。 
此 外 ,将 上 述 样品 重新 经 SDS-PAGE 电泳 后 ,在 电压 
21 V,20 min 条 件 下 转 至 PVDF 膜 。 转 膜 结束 后 将 
PVDF 膜 浸 入 2% BSA 封闭 液 中 ,室温 下 在 摇 床 上 
缓慢 振荡 2 h ,进行 封闭 。 然 后 将 PVDF 膜 放 在 含 表 
达 纯 化 的 重组 蛋白 pGEX6P-1-AcGalectin 的 TBST 
中 (纯化 蛋白 pGEX6P-1-AcGalectin 蛋白 : TBST = 1: 
100, v/v) ,室温 缓慢 振荡 条 件 下 作用 2 h。 取 出 
PVDF 膜 ,用 TBST 溶液 洗 深 5 次。 再 将 PVDF 膜 放 
E RHE GST 标签 抗体 (1: 2 000 稀释 ) 作为 一 抗 的 
TBST 溶液 中 ,4%C 过 夜 ,然后 用 TBST 溶液 洗涤 5 
次 。 再 将 PVDF 膜 放 进 HRP 标记 山羊 抗 小 鼠 (1: 
5 000) 作为 二 抗 的 TBST 溶液 中 ,室温 作用 1 h 后 用 
TBST 溶液 洗涤 5 次 ,利用 ECL 发 光 液 进行 发 光 成 像 。 
























































2 结 


2.1 中 华 蜜蜂 Galectin 基因 的 序列 特征 

从 中 华 蜜蜂 中 克隆 获得 Calectin 基因 ,将 其 命 
名 为 AcGalectin ,并 上 传 到 GenBank. ( GenBank 登录 
号 : MG557559) ,AcGalectin 全 长 1 473 bp ,编码 一 个 
491 个 氨基 酸 的 蛋白 ,蛋白 分 子 量 约 为 54.5 kD ,等 
电 点 为 4. 86 ,酸性 氨基 酸 比例 为 10.4% , 碱 性 氨基 
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酸 比例 为 8.8%, 含 极 性 不 带电 荷 氨 基 酸 
(GSTCYNQ)43.2% , 含 非 极 性 氨基 酸 ( AVLIPFWM ) 
37.5% ,类 似 于 其 他 半 乳 糖 凝 集 素 ,AcGalectin 没有 
言 号 肽 ,但 有 一 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 Asn- 
His"! -Sei?) , SMART 分 析 显 示 ,AcGalectin 包含 一 
个 半 乳 糖 识别 结构 域 ,位 于 N 端 第 17 - 144 位 氨基 
酸 ,存在 着 与 半 乳 糖 结合 特性 相关 的 关键 氨基 酸 

















H59, R63, N72, W79 和 E82( 图 1) ,位 于 C 端 7 个 
低 复杂 度 区 ,分 别 为 第 182 -222, 247 -267, 291 - 
315, 335 - 349, 384 - 420 及 469 - 480 位 氨基 酸 
(图 2)。 系 统 进化 树 结果 表明 , 源 于 昆虫 的 Galectin 
明显 分 为 两 篮 , 膜 翅 目 蜜蜂 科 昆 虫 无 刺 蜂 .欧洲 地 能 
蜂 、 杜 隧 蜂 兰花 蜜蜂 的 Galectin 独立 形成 一 簇 ,而 
其 他 昆虫 Calectin 形成 男 一 艇 (图 3)。 
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图 1 AcGalectin 与 其 他 昆虫 半 乳 糖 凝集 素 和 蛋白 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 1 Amino acid sequence alignment between AcGalectin and galectin proteins from other insect species 
Galectin 蛋白 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Origin species of Galectin proteins and their GenBank accession numbers: AcGalectin; 中 华 蜜蜂 Apis cerana 
cerana, MG557559; AcGalectin-d; 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana, PBC26441. 1; BtGalectin; 欧洲 地 能 蜂 Bombus terrestris, XP. 003401978. 1; 
DnGalectin; 杜 隧 蜂 Dufourea novaeangliae, KZC10048.1; EmGalectin; 兰花 蜜蜂 Eufriesea mexicana, OADS4547.1; AfGalectin; 小 蜜蜂 Apis florae, 
XP. 003696651.2; MqGalectin: 无 刺 蜂 Melipona quadrifasciata, KOX74850.1; AaGalectin; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, XP001656933. 1; AgGalectin: 
冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae, AGAPOO08844-PA ; BmGalectin ; ZUR Bombyx mori, AK386049; DmGalectin; 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster , 
NP001162838. 1; DpGalectin: 帝王 蝶 Danaus plexippus, EHJ77864. 1; PhGalectin: AJ Pediculus humanus corporis , XP002428817. 1; HsGalectin: 
印度 蚂蚁 Harpegnathos saltator, EFN82261.1; DhGalectin; 海德 氏 果 晶 Drosophila hydei , XP. 023165755. 1. 图 3 [E] The same for Fig. 3. 
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图 2 SMART 预测 AcGalectin 蛋白 的 结构 图 
Fig. 2 Structure of the predicated AcGalectin protein by SMART 
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Gal-bind lectin 代表 糖 结合 区 域 , 黑 











2.2 AcGalectin 的 三 维 结构 

利用 SWISS-MODEL 在 线 进行 三 维 空间 结构 预 
测 (图 4) ,输入 AcGalectin 的 蛋白 序列 后 发 现 序列 
与 意大利 蜜蜂 的 Calectin-8 氨基 酸 序列 一 致 性 为 
35.1796 , Z-Score < 1, MRE bz 9596 WARRE 
合理 区 域 ,表明 Galectin 的 空间 结构 比较 稳定 。 根 
Ji SMART 软件 (http: // smart. embl-heidelberg. de/ ) 




















色 区 域 为 低 复 杂 区 域 ,数字 代表 肽 链 长 度 。Gal-bind lectin represents the sugar-binding region, the black area is 


the low-complexity region ，and the number represents the peptide chain length. 


在 线 进行 分 析 表 明 ,AcGalectin 基因 编码 的 氨基 酸 
在 第 11 - 145 位 氨基 酸 处 存在 一 个 糖 识别 结构 域 
(CRD) ,结合 其 三 维 构象 预测 ,通过 多 个 a 螺旋 和 
B 折 区 形成 的 凸 思 结 构 , 具 有 典型 的 半 乳 糖 凝 集 素 
糖 识别 结构 域 (CRD) 的 特征 。 通 过 对 其 信号 肽 进 
行 预测 ,其 SignalP 值 为 0. 107 ,接近 最 低 值 0. 1 ,说 明 
AcGalectin 中 不 含 信 号 肽 。 

















5 期 岳 金 金 等 : 中 华 蜜蜂 半 乳 糖 凝 集 素 AcGalectin 的 表达 纯化 及 性 质 分 析 551 


























di 





DhCalectn (XP 023165735.D 


AaGabctn CXP001656033.1) 


AgCGabctn ( AGAPOOSSAL-PA ) 


DmGalectin  CNPO01162838.1) 


IR 
GroupI 


HsGalectin (EFN82261.1) 


DpGalectin € EHJ77864.1) 


BmGalectin ( AR 386049) 


PhOalectin (CAXPOQ2428817.1) 


48 AcGalectin CMC557559) 

AcCalectin-4. CPBC26441.15 

AfCalectim. (XP 0036966512) 

DnGakctin CKZCIO048.1) 工 群 
Group II 

EmGalectin COADS43471) 


MgCalectin. (KOX74850 1) 


BtGalectin (XP 003401978.1) 





图 3 基于 氨基 酸 序列 构建 的 昆虫 半 乳 糖 凝集 素 蛋白 进化 树 
Fig. 3 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of insect galectins 
括号 中 文字 为 Galectin 蛋白 的 GenBank 登录 号 。 利 用 Clustal Omega 进行 序列 比 对 ,然后 构建 NJ 系统 进化 树 。 系 统 树 各 分 支 上 数字 为 Bootstrap 
值 ,表示 1 000 次 循环 检验 的 置信 和 度 。GenBank accession numbers of Galectin proteins are in brackets. The sequences were aligned by Clustal Omega 








and then a phylogenetic tree was constructed by NJ method. Bootstrap values (96 ) based on 1 000 replicates are indicated on the branches. 











到 4  AcGalectin 的 三 维 结构 

Fig. 4 Three-dimensional structure of AcGalectin 
F1 - F4 fil S2 - S5 片 层 在 外 层 形成 凸 面 两 侧 ,S1 和 S6 形成 凹面 
底部 。Convex surface is formed by Fl - F4 and S2 - S5, and 


convex bottom is formed by S1 and S6. 








2.3 AcGalectin 的 重组 、 表 达 、 纯 化 与 鉴定 


将 opti-AcGalectin 基因 与 载体 pGEX6P-1 酶 切 
后 进行 连接 ,转化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3 ) 中 , 挑 取 阳 
性 克隆 进行 酶 切 鉴定 ,结果 与 理论 值 一 致 ,证 明 重 组 
质粒 pGEXGP-1 -opti-AcGalectin 构建 成 功 。 将 含有 重 
组 质粒 的 BL21 ( DE3) 在 液体 LB 培养 基 中 培养 至 
OD, 20.6 ~0.8, IPTG 诱导 后 ,进行 SDS-PAGE 电 
泳 (图 5: A) 。 结 果 表明 ,在 0.5 mmol/L IPTG 浓度 
下 目的 蛋白 获得 较 好 表达 , 且 表 达 的 蛋白 以 包涵 体 
的 形式 存在 。 重 组 蛋白 带 在 GST 亲 和 层 析 柱 纯化 
过 程 中 , 当 还 原 性 谷 胱 甘 肽 为 33 mmol/L 时 ,可 有 效 
洗 脱 目的 蛋白 GST-AcGalectin 融合 蛋白 (图 5: B). 
使 用 GST 抗体 对 GST-AcGalectin 融合 蛋白 进行 
Western blot 检测 ,结果 显示 在 75 kD 附近 有 特异 性 
条 带 出 现 ( 图 5: C), 与 预想 结果 一 致 ,表明 
AcGalectin 基因 得 到 了 表达 。 
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图 5 GST-AcGalectin 的 诱导 表达 (A) 和 蛋白 纯化 (B) 与 鉴定 (C) 
Fig. 5 Expression (A), purification (B) and identification (C) of GST-AcGalectin fused protein 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; P; 沉淀 Sediment; S; 上 清 Supernatant; 1 -4: 重组 蛋白 AcGalectin 分 别 在 0. 1, 0.25, 
0. 5 和 0 mmol/L 的 IPTG 下 进行 诱导 表达 Recombinant AcGalectin after induction with 0. 1, 0.25, 0. 5 and 0 mmol/L IPTG, respectively. 5; 诱导 沉 
淀 Induced sediment; 6, 7: 纯化 后 的 AcGalectin 蛋白 Purified AcGalectin protein; 8; Western blotting 检测 纯化 后 的 AcGalectin 蛋白 Purified 




















AcGalectin protein detected by Western blotting. 


2.4 纯化 病毒 的 RT-PCR 鉴定 

对 从 疑似 感 病 蜜蜂 中 纯化 获得 的 CSBV, DWV 
和 CBPV 的 病毒 液 通 过 特异 性 引物 进行 RT-PCR f 
测 ,经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ,结果 显示 分 别 在 455, 711 
和 945 bp 处 出 现 CBPV, DWV 和 CSBV 的 特异 性 条 
带 ( 图 6)。 测 序 结果 经 BLAST 比较 表明 ,CSBYV 与 
中 国 分 离 株 CSBV-LNQY VP1 基因 (GenBank 登录 
号 : JX854440. 1) 的 序列 一 致 性 97% , DWV 与 意 大 
利 分 离 株 DWV TCI. 多 蛋白 基因 ( GenBank 登录 号 : 
EU375531) 的 序列 一 致 性 96% ,CBPV 与 乌拉 二 分 

M 1 2 3 























bp 





图 6 病毒 基因 的 扩 增 
Fig. 6 PCR amplification of virus gene 


M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; 分 离 纯化 








的 CBPV 样品 扩 增 结果 Amplification product of isolated and 
purified CBPV sample; 2: 分 离 纯化 的 DWV 样品 扩 增 结果 
Amplification product of isolated and purified DWV sample; 3; 分 离 
纯化 的 CSBV 样品 扩 增 结果 Amplification product of isolated and 
purified CSBV sample. 























离 株 CBPV VSRNA 依赖 性 RNA 聚合 酶 基因 
(GenBank 登录 号 : AY763287. 1) 的 序列 一 致 性 
100% ,结果 表明 在 疑似 感染 病 料 中 别 成 功 分 离 、 纯 
化 到 CSBV, DWV 和 CBPV, 
2.5 AcGalectin 蛋白 与 纯化 病毒 CSBV, DWV 和 
CBPV 之 间 的 相互 作用 

经 过 考 马 斯 亮 蓝 的 染色 结果 显示 ,所 用 病毒 样 
品 经 纯化 后 ,达到 Far-western blotting 检测 要 求 。 经 
Far-western blotting 检测 ,纯化 病毒 CSBV, DWV 和 
CBPV 与 AcGalectin 作用 结果 显示 ,在 CSBV 和 
CBPV 结构 蛋白 分 子 量 大 小 处 出 现 特异 性 条 带 , 而 
纯化 的 DWV 病毒 .阴性 对 照 (健康 中 华 蜜蜂 工蜂 幼 
虫 和 健康 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 ) 未 出 现 特异 性 条 
带 ,表明 AcGalectin 能 够 与 CSBV 和 CBPV 存在 结合 
作用 ,但 与 DWV 没有 发 生 结合 作用 (图 7)。 

































































图 7  Far-western blotting 分 析 AcGalectin 蛋白 与 
纯化 病毒 CSBV, DWV 和 CBPV 之 间 的 相互 作用 
Fig. 7 Interaction of AcGalectin with purified viruses CSBV ， 
DWV and CBPV detected by Far-western blotting 
1: 健康 中 华 蜜蜂 工蜂 幼虫 Healthy larval worker of Apis mellifera 
ligustica; 2; CSBV; 3; 健康 意大利 蜜蜂 工蜂 成 蜂 Healthy adult 
worker of A. mellifera ligustica; 4: DWV; 5; CBPV. 
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3 讨论 


Galectin 属于 动物 凝集 素 , 广 泛 存 在 于 哺乳 动 
物 、 鸟 类 两栖 动物 、 鱼 类 线虫 和 真菌 等 生物 体 中 ， 
且 具 有 高 度 保守 性 ( Gray et al., 2004) ,迄今 为 止 ， 
在 哺乳 类 动物 体内 中 已 发 现 15 种 不 同 的 半 乳 糖 凝 
集 素 ,在 果 蝇 .蚊子 和 大 等 无 疹 椎 动物 中 也 陆续 发 现 
了 Galectin ,有 的 还 对 其 功能 进行 了 分 析 。 本 研究 从 
中 华 蜜蜂 中 克隆 到 AcGalectin 基因 ,长 为 1 473 bp, 
分 析 显 示 AcGalectin 的 CRD 由 135 个 氨基 酸 组 成 ， 
AcGalectin 具有 一 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 (Asn”- 
His”-Ser”“) ,通过 a 螺旋 和 B TEE LS vs DL £s 
构 可 能 作为 结合 糖 类 分 子 的 功能 域 。 研 究 显示 , 半 
乳糖 凝集 素 具 有 诱导 细胞 凋 亡 (Xue et al., 2017)、 
免疫 调节 (Advedissian et al., 2017 ) 和 病原 逃避 宿主 
免疫 作用 (Lu et al., 2017) 等 功能 ,可 能 预示 中 华 蜜 
蜂 的 AcGalectin 在 蜂 病毒 感染 .免疫 调控 和 促进 宿 
主 细胞 凋 亡 方面 发 挥 十 分 重要 的 作用 。 本 研究 通过 
对 AcGalectin 基因 序列 及 对 蛋白 结构 的 分 析 发 现 ， 
AcGalectin 没有 信号 肽 而 且 只 含有 典型 的 半 乳 糖 凝 
集 素 结构 域 ,与 已 报道 的 动物 半 乳 糖 结 构 相 似 
C Almkvist and Karlsson, 2002; 郑 利 兵 等 , 2015; 者 
贵 杰 等 , 2016) ,推测 AcGalectin 可 能 是 通过 非 经 典 
的 分 泌 方式 到 达 细 胞 外 ,使 得 AcGalectin 与 其 配 体 
在 外 化 后 互 作 , 发 挥 生物 学 功能 。 

CSBV, DWV 和 CBPV 是 目前 我 国 主 要 流行 3 
个 蜂 病 毒 , CSBV 对 中 华 蜜 蜂 具 有 较 高 致 病 性 
( Cavigli et al., 2016) , 主要 感染 幼虫 死亡 ,引起 脂肪 
的 液化 而 死亡 ,而 感染 成 年 蜂 导 致 寿命 缩短 ,生产 能 
力 降低 。CBPYV 主要 引起 蜜蜂 神经 元 胞 体 和 神经 纤 
维 区 域 受 到 病理 性 损伤 ,引起 蜂 群 出 现 神经 性 震颤 、 
丧失 飞行 能 力 ,出 现 疏 行 现象 , 患 病 工 蜂 被 健康 工蜂 
攻击 ,俗称 " 怜 蜂 病 " 。DWYV dixe" VERE GG 
JE (colony collapse disorder, CCD) ”的 主要 威胁 因子 
之 一 ( Wilfert et al., 2016) ,主要 侵害 蜜蜂 神经 系统 ， 
引起 蜜蜂 翅膀 残缺 ,其 至 迅速 死亡 。 本 研究 用 纯化 
的 GST-AcGalectin 融合 蛋白 与 纯化 的 CSBV, DWV 
和 CBPV 进行 结合 试验 ,结果 发 现 AcGalectin 与 
CSBV 和 CBPV 之 间 存 在 结合 反应 ,与 DWV 之 间 没 
有 结合 。 已 有 研究 表明 Gal-1 可 通过 稳定 HIV-1, 
人 嗜 了 细胞 病毒 (HILV) ( Gauthier et al., 2008 ) 和 
EWIE ( Okumura et al., 2008 ) 对 宿主 细胞 的 吸附 作 
用 来 增强 其 传染 性 ,但 是 在 Nipah 病毒 感染 研究 发 
现 ,Gal-l 可 抑制 病毒 与 宿主 细胞 的 融合 ,促进 DC 

























































































































































































分 泌 促 炎 性 细胞 因子 (Levroney et al., 2005) 。 本 研 
究 发 现 中 华 蜜蜂 半 乳 糖 凝 集 素 蛋白 AcGalectin 与 
CSBV 和 CBPV 发 生 结 合 反 应 ,这 说 明 CSBV 和 
CBPV 病毒 粒子 在 包装 、 形 成 成 熟 结 构 蛋 白 过 程 中 ， 
经 过 糖 基 化 修饰 ,使 得 CSBV 和 CBPV 病毒 粒子 与 
Galectin 发 生 结 合 。Chevin 等 (2015 ) 利用 质谱 分 析 
对 CBPV 结构 蛋白 进行 研究 发 现 结构 蛋白 存在 糖 基 
化 修饰 , 且 糖 基 化 蛋白 分 子 量 与 本 研究 观察 到 和 
AcGalectin 结合 的 蛋白 的 分 子 量 大 小 一 致 ,这 进 一 
步 证 明了 部 分 蜂 病毒 结构 蛋白 存在 着 糖 基 化 修饰 ， 
但 糖 基 化 蜂 病毒 结构 蛋白 与 AcGalectin 结合 对 病毒 
的 入 侵 以 及 蜜蜂 的 防御 反应 之 间 有 什么 关系 ,还 需 
要 进一步 研究 。 
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